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原発性肺癌におけるイ ン タ ー ロ イ キ ン8の 発現 に関する検討
金沢大学医学部医学科第一- 外科学講座 (主任: 渡辺 洋字数授)
菊 地 勤
原発性肺癌細胞株10(腺病3, 扁平上 皮痛3, 小細 胞癌4)株, 原発性非小細胞肺癌89例 の 腫瘍組織, 担癌正 常肺組織,
お よ び 術前 に採取 さ れ た血 祭中 に お け る イ ン タ ー ロ イ キ ン ー8(inte rle ukin -8 , I L-8) お よ びI し8受容体 B型 (Inte rle ukin-8
r e c epto rB,I L 8 R B) の 発現 を探 り, 臨床病理学的諸因丁一と の 相関 を検討 した . 肺 癌細胞株 にお け るⅠし8 m R N Aの 発現は , 逆転
写P C R法 に よ る 半定量的解析 に よ り , 腺癌2/3株, 扁平 ヒ皮癌3/3手札 小細胞癌2/4株で検出 され , 発現量 は 扁平 上皮痛が他
の 組織型に 比 べ 高い 傾向を示 した . 一 方 , Ⅰし8R Bm R N Aの 発現 は, 腺癌1/3株 , 扁 平上 皮痛 3/3株, 小紙胞癌4/4株で検出さ
れ , 発現 量は 扁平上皮痛が腺癌より有意に高か っ た (P < 0. 5). 切 除標本 にお け るⅠし8蛋白濃度は , E u S A法 に よ る 測定で 正
常肺組織 に 比 し腫瘍組織で有意 に高値を示し た (P < 0. 1). 腫瘍組織内に お け るⅠし8の 局在 は , 免疫組織化学的に , 主と して
腫瘍細胞 の 細胞質, 腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ ー ジ に確認 で きた . 腫瘍 組織中のⅠし8蛋白濃度 と , 血 祭中Ⅰし8蛋白濃度と の 間に
は , 有意 な正 相関が認め ら れ た (r = 0.25, P < 0. 5). 組織 型別に見る と, 腫瘍組織中のⅠし8蛋白濃度 は, 扁平上 皮癌が腺痛よ
り , ま た腫 瘍径別で は3c m超群 が3c m以 下 群よ り有意 に高く (とも にP < 0. 5), T 国子別 に はT l, 2症例 に比 べ T3, 4症例で
高い 傾向があ っ た . 腺病を対象と した場合, 分化度別に は 高分化 に比 し低分化で有意 に高値 を示 した (P < 0. 1). 腫瘍内服管
密度と腫瘍組織中の Ⅰし8蛋白濃度と の 間で 相関は認め られ ず, I L 8の 原発性非小細胞肺癌 にお け る 血 管新生因子と して の 意義
は確認 できな か っ た . ま た , 腫瘍 の 進展 に関与す る と い わ れ る自己分泌型運動国子受容体(a uto crin e m otility 払cto r r e c epto r,
A M F R) に つ い て も, 腫瘍組織中の II:8蛋白濃度 と A M FR発現 の 有無 と のl削二相関は確認 でき なか っ た . 以 上 の 結果 より原発
牲肺痛に お けるⅠし8の 発現は , 扁平上 皮痛が他の 組織型 に比 し高く , 腫瘍組織 で担痛iE常肺組織 に比 し発現が克進 して い る こ
と が 判明 した . 腺痛 に お い て は, 腫瘍の 脱分化 お よ び 進展 にⅠし8 が関与 して い る可 能性が示唆 され た .
Eey w o rds interle uk 血8,inte rle ukin-8r
･
e C ePtOr,1u ng ca n c er
緒 言
抗腫瘍効果 を発揮する サ イ トカ イ ン は , イ ン タ ー ロ イ キ ン8
(inte rle ukin-8,IL-8) , 腫 瘍壊死 因子(tu m o r n e cr otic fa cto r,
T N F)- a , iヲ , イ ン タ
ー フ ェ ロ ン (inte rfe ro n,I F N)- a , ,? , 7 ,
1
'
ンタ 一 口 イ キ ン1 (inte rleukin-1, Ⅰし1) な どが 報告 され てい るt).
I L-8 は, Ⅰし 1, T N F- α , I F N一 γ , リ ボ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド
(1ipopolysa c cha ride) 等の 炎症起因物質を中心 に種 々 の 産生刺激
物質の 刺激 を′受け , 好 中球, 好酸球, T細f胤 線維井細胞, lfll.
管 内皮細胞, 滑膜細胞, 軟骨細胞, ケ ラチ ノ サ イ ト な どで膚′巨
さ れ る 2). そ の 標 的細胞 と して は , 好ヰ一球, T細 胞, 好塩 基球,
単球, ケ ラチ ノ サ イ トが 知 られ , 好中球 に対 して は, 細胞 内酵
素の 放出, 好中球活性化能を有 し, さ ら に好中球の 血 管内皮細
胞 へ の 付着も制御す る と さ れ て い る
2)
. さ ら に, 膿 瘍細胞 か ら
の 産生も確認 され , 腫瘍 の 進展 に関与す る可 能性が指摘 さ れ て
い る
ニi卜 8)
. Ⅰし8の 腫瘍進展 へ の 関与 と して 以 下 の 二 つ の 可能性
が 考慮 され る . 一一 つ は好 中球 な ど を 介し間揺的 に作用 し, 腫 瘍
の 増殖を抑制す る場合である9卜 1 1). もう劇一 つ は, 膿瘍血 管新 生
を 刺激 す る こ と で 腫場 の 増殖 ･ 進展 を促進す る 場合である .
実 際, I L-8 の 血 管 新生 刺激因子 と し て の 機能 が 報告 さ れ て い
る1 2)l:i) 肺癌 に お け るⅠし8の 発現 意義 は未だ不明確 で あ り, 本
研究 は, 原発性非小細胞性肺癌症例 にお け るそ の 党規 を評価し,
そ の 臨昧病理学所見と の 相関を探 っ た .




ヒ ト月rff痛油 来の 細胞株と して , 腺痛細胞株3種 (P C-3, P C-8,
P C-14), 后かl三 卜皮癌細胞株3種 (P C-10, QG-56, QG-95), 小紺
胞癌細胞株4種 (P C-6, QG-9O, N CIH-69, N CI H-82) 計10種類
の 肺癌細胞株を川い た .
2. 臨床検体
1 996年1 0月 か ら 1998年4日 ま で に, 金沢大学医学部第一一外
科で 切除さ れ た 原発性非小細胞肺癌症例の うち無作為 に選択し
た 89症例 の月垂瘍 お よ び 担癌 正常肺組織 の 新鮮凍結標本, 術前
搾取さ れ た 血 柴, お よ び ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 標本を
平成10年1 0月 8 日受付 , 平成10年11月26日受理
A bbreviations : A M F, a utO Crip.e m otilityfacto r;A M F R, a utO Crin e m otilityfacto rrec epto r;B S A, bovin e seru m
albu min;F G F, Abr oblastgro wth factor;IF N,interfero n;Ⅰし1, inte rleukin～1;II]8,interleukin-8;II:8R B, interle ukin
-8
re cepto rB;P B S, phosphate buffered s alin e;R T P C R, r e V e r S etra n SCription-P C R;T N F, tu m Or n e CrOticfactor;VE G F,
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用 い た . 臨床病理 学的因子 は, 金沢大学医学部付属病院中央検
査部か ら の 病理 報告書 をもと に 肺癌取り授 い 規約1
●1)に 基づ い
た. 年齢は2 5､ 89(平均66.1)歳, 性 別は 男性63例, 女性26例
であ っ た . 組 織型別 に は , 腺癌57例, 扁 平上 皮哺23例, 大細
胞癌5†札 腺扁平上皮痛4例 であり , 病 期は Ⅰ 期4 2例, ] 期1 1
例, Ⅲ期34例 , Ⅳ 期2例 で あ っ た .
Ⅱ . E u S A に よ るI L 8蛋白の測定
1. 末梢 血 のⅠし8蛋白測定
各患者か ら 術前 に ヘ パ リ ン 含血 5ml を採取 し , 20 0× g, 5
分間遠心分離 し, 血 柴 を 分離 し た . IL-8蛋白 の 測定 は , ヒ ト
IL8 E LIS A キッ ト (東レ , 東京)を用 い た .
:予め 抗 ヒ トIL-8 ポ
リク ロ ー ナ ル 抗 体 の コ ー テ ィ ン グ さ れ た マ イク = プ レー ト の
各ウ ェ ル に4 00′′∠1の 洗浄液を満 た し, ア ス ビ レ ー ク ー (マ イ
ク ロ プ レ ー ト ･ ウ ォ ッ シ ャ ー , フ ナ コ シ , 東京) を 朋 い て吸
引し洗浄 し た 後, 各ウ ェ ル に綬 衝液10 0
一
′∠1 を 入 れ た. 測定 サ
ンプ ル ま た は ヒ トIL-8標準液 (0 ､′鮒Op g/ml)50′′ノ1 を各 ウ ェ
ル に加 え, マ イ ク ロ プ レ ー ト振 盗機を開 い て 室 混で 1時間 反
応させ た . 3回洗浄後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識抗 ヒ トIL-8モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗体100′′∠1を 人れ , 室 温で 30分間振葱反応 を行
な っ た ･ 反応 後, 3回 洗浄 し , 発 色液10 0
′
"1を 人 れ , 室 混 に
て30分間振盤反応 を行 な い , 1 N硫酸10 0一′∠1 を加え 反応 を停
止した . モ デ ル 550マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー (日 本 バ イ オ ･
ラ ッ ド ラ ボ ラ トリ ー ズ , 束 京) にて 45011 m(対 称波長59 5n111)





2. 膿瘍お よ びiE常肺の Ⅰし8黄白測定
組織材料の 採取にあた っ て は, 血 球成分な どの一iE骨組胞混入
をで きる 限り少なくする た め に, 膿瘍塊及び 正 常肺をリ ン酸緩
衡食塩水(phosphate buffer eds alin e, P B S) (日 水製薬, 東京)で
十分に洗浄し, 搾取 組織周囲に付着す る結合織 を取り除い たj乳
腺癌細胞 の 実質部分, ま た は 肺組織 の み を 確実 に取 り出 し
た . 組織 材料 を眼科鋼鉄 で ペ ー ス ト状 に 締切 操舵 し, 組織材
料50!Lgあ た り, P B S 2mlを加え , ホ モ ジナ イ ザ M ス タ ン ダ ー
ド型 ド ラ イ ブ ユ ニ ッ ト (Polytr o n, Lucern e, Switz e rla nd) で ,
ジ ェ ネ レ ー タ ー シ ャ フ ト7m mを 使片=ノ , 1一 分 に懸 濁 した . そ
の 綾, 1000 ×g, 1 5分遠心分離し , _仁清を抽出 した . そ れ ぞ れ
の 上浦を , 上 記 ヒ トI L 8 E LIS A キッ ト を用 い て サ ン プ ル 中の
Ⅰし8蛋白濃度戊牒川=ノ た .
Tl)･ 逆 転写 P C R反応(r e v e r se tr a n s c riptio n-P C R, R T-
.PC R)
1
. R N A抽出
約5Ⅰ℃ m 角の 組織片を ミ ク ロ ト ー ム に て , 厚 さ16〃-1 で約50
枚滞切後, ア イ ソ ジ ュ ン (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 富山)1ml加え , ボ
ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー にて 掘拝 し た後 に 5分間室温に静置 し た.
ク ロ ロ ホ ル ム (和光純薬)を0.2ml人 れ, 15秒間激 しく摘絆 し,
2 ､ 3分間室温 に静置後, 4℃, 1200 × g, 1 5分間遠心 し , 水
桶の み を紬Ⅲ した . 2- プ ロ パ ノ ー ル (和 光純♯)を0.5ml注入 し,
5分間室温 に静置後, 4 ℃, 12000× g, 10分 間遠心 し た . 上 清
を捨 て た 乳 75 %エ タ ノ ー ル (和光純薬, 東京)1ml を入 れ , ボ
ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー で増 枠し , 4℃, 7500× g, 5分間遠心 軋









I L-8 R B
Se ISe
Antis e II Se
ノヲユ ーー 1ic r oglobし1 i1
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-T T A T G A A T T C T C A G C CT C T T C A A A A A C TT C T C-31
5
l




-G G T G T G C G T G T G A-3
■
51-A CCC C C ACT G A A A A A G A T G-3
r
5l-A T C T T C AA C CTC C A T G A T G-3
1
1 2 3 4 5
← 3 0 bp
Fig･1･ R T-P C Ra n alysisfo rI L 8 in c ultu red hu m a nprim alY
lung c a nc e r c ell lin e s. La n el, M a rke r4(≠Ⅹ174/Ha eⅢ
dige st,);La ne s2, QG 90; La n e s3, QG 95; La n e s4, P C 8;
hne s5,P ClO. bp,ba sepair.
31 0 bp - →
2 3 4 bp ノ
ー サ
← 2 56 bp
Fig･2･ RTIP C Ran alysisfo rII:8 RB in cultu redhu m a nprim arY
lu ng c a n c e r c ell lin e s･ La n el, M a rke r4(≠Ⅹ174/HaeⅢ
digest);La n e s2,QG 9 0;La n e s3, QG 95;Lan e s4, P C8;I.a n e s
5,P ClO. bp,ba sepair.
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上清除去 し, 約7分間真空乾燥 した . 100/Llの 滅菌蒸留水 に て (Gibc oB R L, Ma ryland, US A)を2.5FLl入 れ, 68℃ 15分間変性さ
沈澱を溶解 し, 200FL g/mlの R N A濃度にサ ン プル を調整 し た. せ た 後水冷 し , 10× 逆転写反応繚衝液 (50m M トリス 一 塩酸
2･ CD N A合成 pH 8･3,40m M 塩化 カ リ ウ ム ,8m M 塩化 マ グネ シウ ム)2pl, 1 %
上記 の R N A サン プ ル 5/Ll(1/Lg) に , オ
.) ゴd T(1 00/L g/ml) 仔牛血清 ア ル ブ ミ ン O) O Vin e se ru m albu min, BS A) (宝酒造, 大
Tab le 2. Correlation sbetw e e n clinic opathologlC al findings and e xpression of IL
-8 protein in 89 prlm ary n On
-




IL-8 c on c en [r atio n(pg/ml)






A den o c a.
Epider m oidc a.
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Large c ellc a.

















Tu m o r siz e
3c m≧
3c m<
Lym patic v esselinvasio n
lyO
lyl
































8 1.6 6 ±40.39
14 2.07±7 9.30
89.6 7 ±3 0.8 1
7 0.g 6 ± 19.5 2
57.37± 13.94
59 6 4.3 1 ± 17.8 0
3 0 6 7.5 4 ± 15.7 0
5 6 6 6.40± 18.5 6





7.3 5±3 .3 6
10.15 ±3.17
5 .2 1 ± 1.4 1




3.1 2 ±0.9 2
4.5 4 ±0.83
5 .7 7±0.9 2





47 5 2.2 4 ± 1l.0 6
4 2 80.1 2 ± 2 4.30
5 9 7 6.01 ±1 8.48
30 44.5 4 ± 1 1.2 6
4 7 7 7.4 3 ± 21.9 9







68.2 3 ± 1 3.5 8
17.80 ± 6.8 7
6 9.72士 1 4.3 5
3 l.2 3 ± 1 3.57
36.35± 6.76





4.9 9 ±1.0 4
5.0 9 ±0.63
5.0 2±0.8 4
5.0 7 ±0.8 2
4.7 9±0.92
5,32 ±0.8 2








25.9 0 ± 5.7 9
2 1.3 0± 4.4 9
20.39 ± 2.8 8
25.2 6 ±5.13
14.7 1± 1 0.7 6
7 1.70士 6 0.19
2 2.83 ± 4.4 1
20.6 2± 5 .3 4
1 5.0 4 ± 5.4 1
2 2.6 3 ±9.83
2 1.3 6 ± 5.62
3 5.4 1 ±1 4.39
23.78 ± 3.17
2 6.0 8± 9.7 9
2 1.2 3 ± 2.9 0
3 0.4 6 ±1 0.78
2 5.2 5 ± 3.1 1
2 3.9 9 ±1 0.4 0
17.9 6± 2.9 6
3 1.9 0± 8.55
2 0.9 1 ± 3.4 3
2 8.20± 7.94
2 8,1 0± 6.6 6
1 8.6 7 ±3.4 2
1 9.74 ± 3.12






33.92 ± 1 4.59
Ade n o c a･ , aden o c arcin o m a; Epider m oid c a. , ePi der m oi d ca rcin o m a; Adeno squ a m o u s c a. , ade n o squ a m o us
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津)0･2〃1, 2･5m M デ オ キ シ リ ボヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 醸
(de o xyribonu cle otide tripho sphate) (宝酒造)4Fl , 0.1 M ジチ オ
ス レイ ト ー ル (dithiothr eitol)1,ul, R N A分解酵素阻害国子
(R Nasin,Pro m ega, Madis on , US A)0.2/Ll, 逆転写酵素(re v e rs e
tr an s c ripta se, サ ワ デ ー ･ テ ク ノ ロ ジ ー , 東京)0.2fLl, 滅菌蒸
留水4.9〃1を入 れ , 合計 20/∠1 とし , 42℃60分間反応 さ せ て
cD N Aの 合成 を行 っ た 後, 9 5 ℃5分間で反応 を停止 した .
3. P C R反応
I し8, I;8受容体B型(I L 8r e c epto rty pe B,I L 8R B)お よ び 補
437
iE用内部 コ ン ト ロ ー ル と し て/92 ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の mR NA
発現 を検 出する た め , 上 記 cD N A サン プ ル 2FLl に, 滅菌蒸留
水 14･5/Ll, PC R 反応棲衝液 (1 0m M ト リ ス 一 塩 酸 pli8.3,
5 0m M 塩化 カ 7) ウム , 1･5m M 塩化 マ グネ シ ウム)2iLl, d N T P
(10皿 M)0.4/ノ1, 表1 に示す塩基配列の セ ン ス お よ び ア ンチ セ ン
ス プ ライ マ ー (サ ワ デ ー ･ テ ク ノ ロ ジ ー ) (20uM) 各0･5〃1ず つ 加
え, Taq D N A ポ1) メ ラ ー ゼ (サ ワ デ ー ･ テ ク ノ ロ ジ ー)0･1iLlを
入 れ 合計20/∠1 と し た. こ れ を最初 に94℃で 3分間熟変性さ せ
た 後, 94 ℃40秒間の 熱変性, 55℃1分間の ア ニ リ ン グ , 72 ℃
Table 3･ Cor relatio nsbetw ee n clinic opathologl Cal findings a nd e xpressio ns ofl L-8 R tupe B m R N A in 8 9
Prl mary nO n- S m allce11 1u ngc an cerpatie nts
Cl in icopathologlC al Number of
丘ndings
Relativ e a m o u ntratioa)






A den o c a.
Epider m oidc a.
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4 0秒間の D N A伸張反応を1サ イ ク ル と し , Pr ogr a mTe mp
Co ntroI Syste m P C-8 00(ア ス テ ッ ク, 福岡) に よ っ て増幅 を行
っ た . 最 後に7 2 ℃ 5分間の D N A伸長 反応 を行い P C R を終了 し
た . 抽 出液に 色素績衝液(和光純薬) を3〃1 入 れ た. ま た , 超
純 水7 2ml に, ア ガ ロ ー ス Ⅹ(和光純菜)3.2g を溶か し, こ の 中
に1/｣g/mlの エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド (和光純薬)8〃l, 10× トリ
ス ー 酢酸 - E D T A緩衝液8皿l加 え, 4 % ア ガロ
ー ス ゲ ル を作成
した . こ の ゲ ル に て電気泳動 を行 い , 紫外線照射 にて 増幅 さ れ
た D N A断片を検出し た . D N A サ イズ マ
p カ ー は , マ
ー カ ー 4
(≠Ⅹ174/肋 βⅢ分解物 , 和光) を用い た ･ 半定量法 に は, 蛍 光
イ メ ー ジ ア ナ ライ ザ ー (モ レ キ ュ ラ ー ダイ ナ ミク ス ジ ャ パ ン 株
式会社, 東京)を使用 し内吾l;コ ン ト ロ ー ル との 比を取り半定量
し た.
培養細胞 に つ い て も同様 に RNA を抽出後 , CD N Aを作成 し,
IIJ8 お よ びIL 8R Bの m R N Aの 発現 を検討 し た,
K トP C R法 に よ る増幅条件 の 決定 の た め , 増幅サ イ ク ル 数 を ,
陽性 コ ン ト ロ ー ル に 肺癌細胞株QG-56を用 い , I L 8 はサ イ クル
数15～ 35回 (15, 20, 2 5, 3 0, 3 5), Ⅰし8R B はサ イク ル 数25
､
4 5回 (25, 30, 35, 4 0, 45), ノ92 ミク ロ グ ロ ブリ ン は サ イ ク ル
数15～ 45回 (15, 20, 2 5, 3 0, 3 5, 4 0, 45)各々 行 い , R T-
P C Rの 定量城を決定 し た. そ の 結果サ イ ク ル 数は, I L 8 は25回,
Ⅰし8 R B は35回, ノ92ミ ク ロ グロ ブ リ ン は25回と 決定 した ･
Ⅳ . 免疫組織染色法
ホ ル マ リ ン 固定 , パ ラ フ ィ ン 包埋標本を , 4〃 m の 厚 さ に 薄
切 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド (武藤化学, 東京) に付着
させ , 100 % キ シレ ン (和光純英) に て10分間, 3層 の 脱 パ ラ フ
ィ ン を行 っ た 後 , 10 0 %エ タ ノ ー ル 3層, 9 0 %エ タ ノ
ー ル
,
70% エ タ ノ
ー ル 各1層 に それ ぞ れ 20回震浸 し親水を行 い , 流水
にて 1分間水洗 した 後 P B S に浸 し た . Ⅰし8検出用切片は , 5 %
尿素中で160 W相当, 5分間, 2回の マ イク ロ ウ エ
ー ブ 処理を行
い
, 室温 まで 約20分間放置 し, P B S に浸 した . 自 己分泌型運
動因子受容体(auto crin e m otilityfa cto r re c eptor,j M F R)検出用
切片 は5 %尿素中で 500 W, 5分 間, 3回の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ処
理 を行 っ た . フ ォ ン ビ ル プ ラ ン ト因子(v on W illebr and Fa cto r)
検 出用切片は , 0.01 M クエ ン 酸硬衝液 pE 6.0 に て500 W, 5分間,
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Fig. 3･ Co rrelatio n sbetw e e nIIJ8c o ntentsintu m ortis su e s a nd
tho s ein c o rr e spo nding pla s m a $ a mplesin 89prim a ry n o n
r
s m allcell lu ng c an c e rpatie nts(Y = 19.35+ 0.07 Ⅹ, r = 0･25,
p< 0.05)
地
過酸化水素加P B S に て 15分間 の 内因性 ペ ル オ キ シ タ ー ゼ阻害
を行い , 10分 間流水 にて 洗浄 した . 続 い て, ウ シ血 清 ア ル ブミ
ン (ダコ ･ ジ ャ パ ン , 京都)を用 い , 10分 間非特異的反応の ブ
ロ ッ キ ン グ を 行 っ た . 第 一 抗体 と し て 抗 ヒ トI L 8抗体(ク ロ ー
ン: G 265-5, Phar minge n, 藤 沢薬品, 大阪) をP B S に て100倍に
希釈 し, 室温 で3 0分間反応 さ せ た. 抗 A M F Rモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 (米国州立 K A R A M A N O S が ん研究所Avraha m Ra z博士よ
り供与) は , 2 00倍 に希釈 し, 4 ℃で 一 晩反応さ せ た . 抗 ヒ トフ
ォ ン ビル プ ラ ン ト因子 ･ ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 (ダコ ･ ジ
ャ パ ン) は , 100倍 に希釈 し, 4℃で一一 晩反応 させ た . 各々 の 反
応後, P B S にて5分間3回洗浄 し た後, 2次抗体 と し て ビオ ナ ン
標識抗 マ ウ ス 及び 抗 ウサ ギ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ･ ヤ ギ 抗体(ダ
コ ･ ジ ャ パ ン) を用 い 室温 に て2 0分間反応 させ , P B S に て5分
間3回洗浄 し た . 次 に , ペ ル オ キ シ タ ー ゼ標 識 ス ト レ プ トア
ビ シ ン (ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を , 室 温 に て2 0分間反応 させ た後,
P B S に て5分間3回洗浄 し た . 次 に 20m g/100mlの 四 塩酸3,3-
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3,3-dia min obe n zidin etetr ahydro chloride)
(和光純薬)に 0.006% の 過酸化水素 を加え た発色液 に入 れ, 3 ～
7分間顕微鏡 で発色状態 を確認 し な が ら 反応 させ , 流水水洗を
10分間行い 反応を停止 した . マ イ ヤ ー t ヘ マ トキ シリ ン (武藤
化学) に て 1分間核染色 を行 い , 流水 に て 色出 しを10分間後,
エ タ ノ ー ル , キ シ レ ン に て 脱水, 透徹 を行 い , マ リ ノ ー ル (武
藤化学)で封 入 し た .
I L 8, A M F Rの 免疫組織染色で の 判定は , 光学顕微鏡を用い 定
性的に以 下 の よう に 分類 し た. 腫瘍細胞 がま っ たく 染色されな
1 2 3 4 5
31 0 bp →
234bp ノ
Fig･ 4･ RTIPCR a n alysis fo rII:8 in hu m a nprim a ry n o n
- S m all
c el lu ng c an c e rs. La n el, Ma rke r4(≠Ⅹ1 74/Ha eⅢdige st,);
I.a n es2to 5, Sa mple s什o m r es e ctd spe cim e n s;bp,ba sepair･
1 2 3 4 5
31 0bp →
234 bp 一 一
斗
ヰ ー 25 6 bp
Fig.5. R T
⊥P C Ra n alysisforIし8RB in hu m a nprim ary
n O n-
s m allc e11 lu ng c a n c e r. Lan el, M a rke r4(≠Ⅹ17 4/Ha eⅢ
dige st);LA n e S2to 5, S ample sfro m re s e ct d specim en s･ bp,
bas epalr.
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いもの , お よ び, 染色さ れ た腫瘍細胞が 10 %未満の もの は 陰性
と し, 腫瘍細胞が1 0 % 以上 染色され た場合を陽性と した . 腫瘍
内股管密度 の 判定 は フ ォ ン ビル プ ラ ン ト因子免疫染色 に より行
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Fig.6. Co rr elatio n sbetw een expre s sio n s of I し8protein and
tu m o r a ngiode n sityin 89prim a ry n o n- S m allc ell lu ng c a n c e r
Patie nts Ⅳ = 28.80-0.02 Ⅹ,r = 0.10, p = 0.34)
B
Fig･ 7･ Im mu n oh isto che mic al staining fo r I L-8 in
aden o c a rcin o m a仏) a nd epide r m oidc a rcin o m a of thelu ng
(B)(m agniBc ation X 33)Sc aleba rs,200FL m ･
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い 判定者が , 光学顕微鏡下 に Weidn erら15)の 方法 に順じ て, 腫瘍
組織中最も血管数の 多い 3 カ所の 免疫陽性微小血管数 を各々 200
倍 の 視野に て 算定 し, その 和の 平均値を微小血管密度と した .
Ⅴ . 統計学的処理
蛋白の 定量と R71P C R法 に よ る mR N Aの 測定値 は , 平均値 ±
標準誤差 で示 し , 有 意 差検定 に は , 2群 の 比 較 に は M a n n-
Wh itn ey検 定を , 3群以 上 を比較す る場合 に は, Kru Skal-W allis
検 定を用 い た . 離散量に 対し て は カ イ2釆検定を囲い た . ま た,
相 関性 の 検討に は , 回帰 関数の 検束を用い た . い ずれも, 危険
率 (P値) が0.05 以 下 を有意差あり と した . また , 相関係数(R
値) は , 0.2以下 は 相関関係な し, 0.2 ～ 0.4 は相関関係は弱い ,
0.4 ､ 0.7相 関関係あ り, 0.7 以 上 は強い 相関関係あり と し た.
成 績
Ⅰ . 肺癌培養細胞株で のⅠし8 お よ びⅠし8 R Bm R N A の発現
Ⅰし8 m R N A発硯は , 腺病2/3株, 扁平上 皮癌3/3株, 小細胞
癌 2/4株 で確認で き(図1), 半定量的計測値 の 平均 は , 脱 噛
0.59± 0.14, 扁il三上 皮痛0.76± 0.25, ′J､細胞癌0.2 0士 0.13 と,
扁 平上 皮痛 で 比較的高い 傾向を示 した . IL-8 R BmR N A党規は ,
腺 癌1/3株 , 扁 平上 皮癌 3/3株 , 小用 胞痛4/4株 で 確認 でき
(図2), 測定値 の 平均 は , 腺癌0.16± 0.16, 扁平 ヒ皮痛0.7 6±
0.1 0
, 小細胞癌0.52± 0.23 で, 扁平上 皮痛で腺病 より有意 に高
か っ た (P <0.05).
B
Fig･ 8･ Im m u n ohisto che mic al staining fo r A M F R in
ade n o c a rcin o m a(刃a nd epide r m oidc a rcin o m a ofthelu ng
(B)(m agn通cation X 33)Scaleba rs,200FL m .
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Table 4. Correlatio nsbet w e en clini opathologlCalfinding and
tumor angioden sltyin 8 9prlm ary n O n-S m allcell lu ngc an c er
patie nts
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3 2.9 4 ±5.62
30.08± 6.85
2 8.4 7± 6.5 6
24.53 ±2.1 3
32.70± 3.27
2 6.5 2± 2.2 4
30.4 2± 3.40
25.64 ± 2.16
3 1.5 6士 3.41
25.17士 2.55
30.9 6 土 2.7 1
2 6.8 9± 2.5 4
28.89土 2.78
28,1 8 ±2.2 6




2 8.83 ± 1 0.43




A de n o c a. , ade n o c arcin o m a; Epider m oid c a. , epide rm Oid
carcin o m a; Ade n osqu a m ou s c a. , aden o squ a m o u scarcinom a;




Ⅱ . 肺癌症例 で の臨床病理所見とⅠし8蛋白濃度
仝症例で の 腫瘍内Ⅰし8蛋白濃度 の 平均 は, 腫瘍 組織65.40±
12.88p g/ml に対 し , 担癌 正 常肺組織5.04± 0.6 2p g/mlで , 腫壕
組織中のⅠし8蛋白濃度 が有意 に高値を示 し た (P < 0. 1)(表2).
また 扁平上皮癌, 腺癌 で の 検討 にお い て も腫瘍組織中のⅠし8蛋
白潰度 が 正 常肺 に対 して 有意 に 高値 を示 し た (と もに P<
0.01). 血 祭 中の Ⅰし8蛋白 の 平均濃度 は2 4.75 ± 4. 8p g/ml であ
り , 睦瘍組織 で の 蛋白濃度 と弱 い な が ら も正 の 相 関を認 めた
(r = 0.25, P < 0. 5) (図3), 腫 瘍組織 にお けるIL 8蛋白濃度は,
男性 で 85 A 5± 1 7.48pg/ml, 女性 で 16.81± 5.36pg/ml と, 男性
で 有意 に高値を示 し た (P < 0. 1). 組織 別で は , 腺痛39,82±
9.42pg/ml, 扁平上 皮痛1 12.64± 39.45p g/ml と, 扁平 上皮痛で
腺痛 に比 して 有意 に高値を示 した (P < 0. 1). 分 化度別でⅠし8
蛋白濃度 を見 る と , 腺 病で は高分化21.43± 6.11pg/ml, 申分化
49.53 ±21.12pg/ml, 低分化71.82± 3 0.49pg/ml と, 高分化型
に比 し低分化 で有意 に高値を示 した が (P < 0. 1), 扁平上皮痛
で は , 分 化 度別 で 有意差 は な か っ た . 腫 瘍 最大径別で は,
3c m以 下 群 4 2.8 4± 10.6 1柑/ml に対 し , 3c m 超群 91.81±
24.59p g/mlと , 3c m 超群 で 有意 に高値を示 し た (P < 0. 5).
腫 瘍 内壊 死 所見 の 有無 を み た 場合 , 壊 死 の な い 群3 6.35±
6.76pg/ml に対 し, 壊死 の あ る 群 が1 53.8 6± 4 3.33p g/ml と,
壊 死の ある 群 が 有意 に高値 を示 し た (P < 0.01). 腺病 に おい
て も壊 死 の な い 群27.51± 6.6 6pg/ml に対 し, 壊 死 の ある群
が 127. 8± 51.8 4p g/ml と, 壊 死 の あ る 群 が 有意 に高値を示
し た (P < 0. 1). そ の 他 , 病 期 別, T 国子別 , N 因子, 1y国
子 , Ⅴ 国子, P因子 , D 因子, P M因子 に つ い て は 有意差は な
か っ た .
Ⅱ . 腫瘍 で のI L 8 お よぴI L 8 R Bm R 他 の発現
Ⅰし8 m R N Aの 発現は (図4), 腫瘍 組織 で89例中71例(79.7%)
と 高頻度 に認 め ら れ , 担 痛 正 常肺 に お い て も89例中55例
(61.8 %) にみ ら れ た .
Ⅰし8 ㍑ m R N Aの 発現 は (図5), 腫癌組織で 85/89例(95.5 %),
担痛正 常肺組織で 84/89例 (94.4 %) にみ ら れ た . そ れ ぞ れの 半
定量的測定値 の 平均値 は, 0.44± 0.03 と 0.40± 0.03 で, 膿瘍組
織 と担痛正常肺組織 に お ける 発現 レ ベ ル に有 意差 は な か っ た ･
臨床 病 理 学的因子 に付 い て 検討す る と , D 因子 で , D O群
0.4 5± 0.03 に対 し, D l群 が0.21± 0.09 と, D O群 が 有意に党規
が高か っ た (表3)
Ⅳ . 腫瘍 内脈管密度
膿瘍内脈管密度 の 平均値は全体 と し て, 27.83± 1.87 で あり,
組織 型別 に 見る と , 腫瘍 内脈管密度 の 平均 は , 腺病 26･48±
2.31, 扁平 上 皮癌30.41士 3.84, 腺扁平 上 皮痛19.3 8± 4.67, 大
細胞癌38.26± 8.83 であ っ た (表4). 分化度別で は , 腺痛で はそ
の 平均 は, 高分化 21.83± 3.2 2, 申分化3 0.6 3± 4.16, 低分化
32.7 2± 4.7 4 と, 高分化 に 比 し 申分化お よ び低分化で有意に高
値 を示 した が (P < 0. 5), 扁平上 皮痛で は分化度 に よ る有意差
は なか っ た . 病 期別 で は , Ⅰ , Ⅲ 期24.53 ± 2.13, Ⅲ , Ⅳ期
3 2.70± 3.27 と, Ⅰ, [期 に比 しⅢ , Ⅳ期 に 血 管数が多い 傾向
に あ っ た . 腫瘍 最大径別 に み る と , 3c m 以下 群 25.17± 2･55,
3c m超 群30.96± 2.71 と3c m遁辞 に 血 管数の 多い 傾向が見られ
た . 腫 瘍内脈管密度 と腫瘍組織中 のⅠし8蛋白濃度 との 間に有意
な相関関係 は認め られ な か っ た (r = 0,0 7, p = 0.34). 組織型別
に は, 腺痛お よ び扇平上皮痛 とも に, 両者間 の 相関は なか っ た
(それ ぞれ r = 0.08, P = 0.60;r = 0.28, P = 0.20) (図6)･
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Table5. CoIT elations betw ee nclinicopathologlC al findings and A M F Rexpresio nin 89
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A den o c a･ , denocarcin o m a;Epider m oidc a･ , ePider moidc ar cino m a; A den osqu a m o us c a･ ,
ade n osquam o us c arcino ma;Largece11c a･,1arge c ellcarcin o m a･ W ell, Well d iffere ntiated;
M oderat ely, m Oderatelydiffer entiated;Po orly,PO Orly diffe re ntiated･
Table 6. Co rrelatio nsbetwe enIL-8 protein a nd A M F Rexpres sio nin 8 9prirn ary n o n




M e anし8c o n ce ntratio n(Pg/ml)intu m ors
A M F Rn egative(numbe r) AM F Rpositiv e(n u mber)
Total
A de n o c a.
Epiderm oi dc a.
A den osqu a m o us ca.
Large c ellca.
6 1.8 7 ±1 1 9.4 1(51)
32.4 2 ± 1 2.08(30)
118.6 7 ± 5 2.4 6(17)
55.5 2± 3 2.4 9( 2)
27.1 1± 4.43( 2)
70.1 4± 15.16(38)
48.0 4± 14,76 (27)
95.5 5± 35.0 0( 6)
97.35± 89.66( 2)
2 00.()2 ±1 0 0.8 6( 3)
A de n o ca. , aden o c a rcin om a; Epi der m oidc aり ePidem - Oidca rcinom a; A den osquam ou s ca･ , ade n osqua IT "uS
C arCin orn a;Large cellc aL, la rge c ellc a rcin o m a,
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. I L 8 とA M F R との免疫組織染色
ル8蛋lヨの 染色性は , 腫瘍細胞の 細胞質 にj封Iミが み ら れ(1¥け),
分化度別 にみ た場合, 高分化 よ り低分化で痛い 染ま りが み られ
た. 腫瘍組織内で の 局在性 は不均 一 で , 膿瘍組織rノづの マ ク ロ フ
ァ ー ジ に強い 染ま りが確認さ れ た .
A M F Rの 染色性 は, 腫瘍糾胞 の 細胞質 に局在が み られ ,
組織内の 局在性 は不均一一 で あ り, 腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ ー ジ
の細胞質 にも染色性が確認できた(図8).
Ⅶ . 腫瘍の A M F R陽性率
A M F Rの 陽性率 は , 全体 と し て42.7 %(8 9例小3 8例) で あ
り, 組 織別 に 見 る と , 腺 癌47.4 %(5 7例中27例), 扁平上 皮
痛2 6.1 %(23例中6例), 腺 扁平上皮癌 50 %(4例中2†椚 , 火
細胞癌60 %(5例中3例) と , 脱噛 の 陽性率が 高い 傾向 にあ っ
た (表5). A M F R発現別の Ⅰし8蛋白濃度を比較す る と , 陽性例
70･1± 15.5p g/ml, 陰性 例61.9± 19.4p g/ml と, II:8蛋白濃度と
A M F R との 間 に有意 な相関は確認でき なか っ た (表6). 組織別
での それ ぞ れ の IL-8蛋白濃度 の 平均 は , 腺病 で A M F R陽性例
48
･0± 14.8p g/ml, 陰性 例32.4± 1 2.1p g/ml で両者の 間に 有意
差はなく , 扁平 上 皮癌 でも陽性例95.5± 8 5.7p g/ml, 陰性 例
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118.7± 52.5p g/ml と 両者の 岡 に有意差は な か っ た .
考 察
脚削こ お け るII:8 に関 して Yatsu n ami ら川)は , 種 々 の 肺病灘1
胞株の 培養t･滴 巾 に含まれ るⅠし8東山を E LIS A法で 測定 した結
果, 腺病 7株小5株, 扁
､ドL皮噛4株[~l】2 株, ノ烏帥泡痛2枠中1
株 で , 初代培養気管支 L皮ある い は紬気管支 上皮細胞とl･日掛度
の Ⅰし8産生 を認め , 小細胞肺癌 で は4株中1株 に わ ずか な 産生
を認 め た の み で あ っ た と報苦 して い る .･M ukaida ら 2)の 検討で
も小袖胞嫡 に お け るⅠし8の 産生 の 低 い こ とが 示 され て い る. 石
河 ら1 7)は, Ⅰし8の 遺伝辛党現に関 して ! 癌細=抱株20株中16株,
切 除癌組織24標本中20標本 でⅠし8 m R N Aの 発現 を 認め たと 報
苦 し て い る .
本研究 で は, ヒ ト肺癌培養細胞株10株中7株でⅠし8 m R N Aの
発現 が 確認 でき, さ ら にI L 8R Bの m R N A は1 0株中8株 と高率
に認め られ , 特 に扁平上皮痛由来の 培養細胞で は, Ⅰし8 お よ び
I L-8 R Bm R N Aの 党規 は と もに1 00 %, 小 畑胞痛 に お け るILp8
m R N Aの 発現率 は50 % であ っ た . Ⅰし8 お よ びⅠし8 R Bの 遺伝子
発現は , 非小細胞癌, と りわけ扁平上皮痛 に高頻度 にみ られ る
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可 能性が示唆 さ れ た .
I L 8蛋白 の 腫瘍 に対す る作用 は, 腫瘍増殖 を抑制す る と の 報
告 と , 促進す る と の 報 告 に分れ 未 だ統 一 的見解 が 得 られ な い .
Wang ら
∈) は ,II:8蛋白高産生株 に抗Iし8抗体 を投与する こ と で ,
膿 瘍増殖が促進 さ れ , Ⅰし8蛋白低産生株 にⅠし8蛋白を投与する
こ と で 腫壕増殖が抑制 され る こ と を報告 した . 同様 に, 松島1(り
広 瀬 ら1りは , IL 8蛋白遺伝子を導入 して癌細胞と ベ ク タ ー の み
を導入 した コ ン ト ロ ー ル 癌細胞を, それ ぞ れ7匹の ヌ ー ド マ ウ
ス に移植 し, 経時的 に癌細胞の 増加 を評価 し た. そ の 結 果Ⅰし8
遺伝子を導 入 した癌細胞 を移植 し た 群は , 移植7匹中4匹 に腫
瘍 の 増殖が観察 され たが , 残り の 3匹で は腫瘍 の 生者が認 め ら
れ ず, 腫瘍増殖 の 完全阻害が み られ た . 最終重量の 比較検討 で
も, コ ン ト ロ ー ル 群 に比 してⅠし8遺伝子を導入 し た腫瘍 は86 %
の 増殖阻害が示 され 有意(P < 0. 1) に 膿瘍 の 増殖が抑制 さ れ た
と報告 して い る . こ の 増殖阻害は , Ⅰし8産生腫瘍細胞 の 移植腫
瘍片の E E染色標本 で , コ ン ト ロ ー ル に比 し強 い 好中球 の 浸潤
像 が認め られ ると とも に, 腫瘍細胞 の 破壊像も確認 され た こ と
か ら, Ⅰし8蛋白産生 に よ る腫瘍増殖抑制効果と して 報告 さ れ て
い る .
一 方 , こ れ と は逆 に , 血 ･enbe rg ら1 2)は, マ ウ ス を用 い た非′ト
細胞肺痛移植モ デ ル に お い て , 抗Ⅰし8抗体が腫瘍の 増殖お よ び
転移を抑制 し, 且 つ , Ⅰし8の 抑制 に より , 非小細胞肺癌 の 腫瘍
の 進展が抑制 さ れ た こ と か ら , Ⅰし8蛋白は腫瘍増殖を促進す る
と 報告 した . ま た, Singh ら
13)は13種類の 細胞株 を用 い た実験
でⅠし8蛋白の 発現お よ び 産生 と , ヌ ー ドマ ウス に 移植 し た腫瘍
の 増殖能お よ び 転移能 と に正の 相関が認め られ た こ と を報告 し
て い る .
今回の 研究 で は , 膿壕径 が3c m を超える 群で3c m以 下 の 群 よ
りⅠし8蛋白濃度が有意 に高く(P < 0. 5), T因子別で は , T l, 2
群 に比 し ¶ , 4群 でI L8蛋白 の 濃度が高 い 傾向が認め ら れ た .
また 腺癌に お い て , 組織学的に高分化型より低分化型群 で , Ⅰし
8蛋白濃度 が有意 に高 か っ た (P < 0. 1). 腫瘍 増殖 に伴う宿主
側 の 反応と し て 炎症細胞浸潤を来た し, 宿主側要因 と し てⅠし8
が 上 昇 した 可 能性は否定できな い が , 以 上 の 結果は , 癌細胞 の
多く で の Ⅰし8 R Bの 発現 の 結果 と相ま っ て , 少 なく と も肺腺痛
にお い て 痛細胞自身が産生す るⅠし8 が腫瘍の 脱分化お よ び増殖
を促進する 可 能性を示唆するもの と考える .
Folkm a n18)は , 癌 進展初期に局所 の 毛細 血管増殖が な い 場合,
腫瘍 は 直径で 2 - 3m mを越 えて 大きくな らず, 腫 瘍成長 に必
要 な血管倶給の 増加と とも に, 腫瘍が 増大する こ と を実験的 に
検証 し た. 悪性腫瘍の 増殖進展 に重要な因子となる腫瘍血管新
生 は , 血 管内皮細胞 の 遊走, 増殖, 管脛形成の 3段階か ら なり19),
こ れ を促進す る血 管新生因子と して多く の 因子が同定され て き
た . 最も強力な血管内皮増殖作用 を有する増殖因子 と し て, 血
管内皮細胞増殖国子 付a sc ular endothelialgr o wth fa cto r, V E G F)
フ ァ ミ リ ー や 線維芽細胞増殖因子 (fibrobla st gr o wth fa cto r,
F G F) フ ァ ミ リ ー 等 が代表的である が , Ⅰし8も血 管新生 因子 と
し て の 活 性を有す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る . 例 え ば ,
Wakabaya shi ら
2O)は, ヒ ト グリ オ ー マ 細胞を用 い た検討か ら腫
瘍血管因子機序と して V E G F/ G Fを介するもの と , Ⅰし8を介す
るもの が独立 した機序 と して 両立 して い る 可能性 を指摘 して い
る
.
Ⅰし8の 血管新生作用 に閲 し, Smitb ら21)は ヒ ト肺癌組織抽
出液を使用 し, Ⅰし8の 中和抗体の 投与 に て生体外 で血管内皮 の
走化活性 お よ び ラ ッ ト角膜 で の 血管新生 の 低下 を確認 し, I L 8
が ヒ ト気管支原性肺癌 の 中の 脈管形成の 主要な血管因子で ある
と辛陪 し て い る ･ 八 並 ら 2 2)2:与)は , マ ウ ス 背部筋膜法を用い て,
Ⅰし8高産生株 が誘導す る 血 管新生 に対す る抗Ⅰし8中和抗体の 作
用 を検討 し た と こ ろ , 抑 制効果が認 め ら れ , Ⅰし8産生 は血管新
生を介 して 肺癌の 進展 に影響 を与えて い る 可 能性 がある と報告
して い る ･ 今回 の 研究結果か ら は , 病期別 で Ⅰ , Ⅱ期 よりⅢ
,
Ⅳ 期で , また , 3c皿 以 下 群よ り3c m 超群で腫瘍内脈管密度が高
い 傾向が認 め ら れ , 血 管新生 が肺癌 に お け る 腫瘍 の 増殖進展に
関与する 可 能性 は示 さ れ た が , Ⅰし8蛋白濃度 と腫瘍内脈管密度
と の 間 に有意な相関関係 は見 い 出せ な か っ た . こ の こ とか ら,
肺癌 の 腫瘍 血 管新生機序 と して , Ⅰし8の 直接的関与 は低く, Ⅰし
8 が 血管新生 を 介 し腫瘍 の 進展 に関す る 可 能性は低 い と考えら
れ た .
腫瘍細胞 の 問質構築 へ の 局所的浸潤過程が , 転 移の 初期段階
と して 重要 であり, こ の 段 階 に お ける 蛋白分解酵素の 分泌や,
細胞運動能 の 増加が転移 にお い て重要な役割を果たすと考えら
れ て い る24)25). A M F は, 1986年に Liottaら 2 6)に よ り ヒ ト悪性黒
色腫細胞 の 培養液中か ら, そ の 産生膿瘍細胞 の 走化性 に対する
刺激活性因子 と して 同定 され た. 膿瘍細胞 の 組織学的形態と肺
転移能 に関する研究 にお い て, 扁平な培養細胞を非接着性基質
を用い て球状状態 にす る こ と に より , 固有運動能の 増加ととも
に , 可 逆 的な肺転移能 の 増加 が み ら れ る こ と が 転移性腫瘍
B 16- Fl黒色腫 で確認 さ れ た 27). 球状 に培養 さ れ たB 16-Fl
黒色腫 に お け る 糖蛋白 に は , レ ク チ ン の 一 種落 花 生 凝集素
(pe a n ut ag glutinin, P N A) に よ り認識 さ れ る 78 k Dの 糖 蛋白
短p78) の 発現 が , 扁平状態で培養 され た もの に比 べ て 増強して
い る こ と が 明 らか と な っ た 2即 . 抗 g p78モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を
用 い て gp78 を介 し た運動能が A M F に よ る運動能 と生 化学的に
類似 であり 29), 抗 gp78モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を使 っ て 分離精製
さ れ たgp78 が B 1 6
N F l黒 色腫 より分離精製 さ れ た A M F R であ
る こ とが 確認さ れ た 3(-). そ の A M F R は細胞表面に存在し, 免疫
蛍光抗体法 か ら 高転移能株で は多く の 細胞が 1 か所, ま れ に2
か 所 の 細胞端 に偏在 して い る の に対 し, 低転 移能株に お い ては
細胞表面上 に 散在 し て い る こ と が 報告 され て い る 3 1). A M F と
の 結 合に より刺激を受け る と結合体 は細胞内移行 を起 こ し, 細
胞 質内で は一叫一 部 ラ イ ソ ゾ ー ム に分布 す る こ と が 判明 して い る .
A M F Rの 離‖抱表面 に お ける 発現の 低T し てい る場 合, その 内部
の 移行 の 動的増加を反映す る可能性が指示 さ れ て お り, 細胞腰
よ り の ÅM F Rの 内部移行 が癌細胞 の 高転移能 に関与 してい る ロJ一
能性 が報告 さ れ て い る
:i 2)
. 近年, 腫瘍細胞 の 連動能を 臥Ⅰ二する
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認識す る B 抗原 の 糖鎖 の 党規 が , 肺癌
患者の 予後因子 に なり得 る こ と が 示 さ れ るM血･ 方, こ の 抗体が
g p78の 糖鎖を認識 す る 可 能性も指摘 さ れ て お り
:糊
, AM F R
の 発現 は悪性腫瘍 の 予後因子 と して の 活 用 の 可能性 が考慮さ
れ る:珊 34). A M F Rの 原発性肺癌 で の 発現 に関す る報告 はまだな
く , 今 回免疫組織学的に始 め て そ れ を検討 し, Ⅰし8蛋白濃度と
の 相関性 を追求 した. そ の 結果, 原発性非小細胞肺癌に おける,
A M F R陽性率 は全体 と し て42.7 % と比較的高 か っ た もの のⅠし8
蛋白濃度と の 相関関係 は確認で きな か っ た .
以 上 , 原 発性肺癌で の 腫瘍組織 に お けるⅠし8の 発現 は, 担痛
iE常肺組織 に比 べ 有意に克進 し, 臨床病理組織学的所見と の対
比 か ら , 肺腺将 に お け る進展と の 関与 が示唆 さ れ た . しかし,
腫瘍内血 管密度や腫瘍細胞 の 自己分泌型走化性因子受容体の発
現 とIL 8蛋白濃度 と の 相関 は確認 できず, そ の 機構 に関 しては
一ー
書
原発性肺癌 にお け る イ ン タ ー ロ イ キ ン8
明確な答えを導く こ と は で きな か っ た . 今後 , 本研 究に 供さ れ
た症例の 予後 を追求し, そ の 臨床的意義 を検討す る必要が あ る .
結 論
原発性肺癌細胞株 10株 , 原 発性非小細胞肺癌89例 の 腫瘍組
織, 担痛 正常肺組織 , お よ び 術前に採取 さ れ た 血 祭中に お け る
Ⅰし8 およ びⅠし8R Bの 発現 を探り, また 臨床標本で は , 病理組織
学的国子 と の 相関を検討 し以 下 の 結果 をえた .
1. 肺癌 細胞株 に お け るI し8m R N Aの 発現率 お よ び 発現量
は, 腺癌 , 扁 平上 皮癌 , 小細胞癌 の うち, 扁平上 皮痛 で 高か
っ た .
一 方 , Ⅰし8 RI主の 発現 は , 扁平上 皮痛お よ び 小細胞癌 で
高か っ た .
2. 切 除標本 にお けるⅠし8蛋白濃度 は, E LIS A法で の 解析 に
より正常肺組織 に比 し腫瘍組織で有意に高値 を示 し, 腫瘍 組織
内にお けるⅠし8蛋白濃度と , 末梢血 中Ⅰし8蛋白濃度と の 間に は ,
有意な正相関が認め ら れ た.
3. 腫瘍組織中 の IL-8蛋 白濃度 は, 扁平上 皮痛が腺病 より ,
また腫瘍最大径 が3c m起群 が3c m以 下 群 より有意 に高く , Tl,
2症例に比 べ T 3,■4症例 で高 い 傾向が あ っ た . 分化度別に み た
Ⅰし8蛋白濃度の 検討で は, 高分化腺病 に比 し, 低 分化腺病 で有
意に高値を示 した .
4
. 免疫 組織化学的にⅠし8の 染色性 は, 腫 瘍細胞 の 細胞質と
同時に腫瘍組織内の マ ク ロ フ ァ ー ジ にも強く確認できた .
5. 腫瘍 内脈管密度と腫瘍組織 で のⅠし8蛋白濃度 と の 間で 相
関は認め ら れず , Ⅰし8の 原発性非小細胞肺癌 に お ける 血 管新生
因子と して の 意義は 確認 できな か っ た .
6. A M F R陽性群 と陰性群 と で腫瘍組織中Ⅰし8蛋白濃度 の 平
均値に有意 な差 はなく, Ⅰし8蛋白濃度と A M F R との 間 に相関は
確認できな か っ た .
以_.との 結果 より原発性肺癌 に お けるⅠし8の 発現は , 扁平ll皮
痛が他の 組織型 に比 し高く, 腫瘍紐織で担痛正常肺 に比 し発現
が克進 して い る こ とが 判明 し た. 腺病 にお い て は , 腫瘍の 脱分
化お よ び進展 にⅠし8 が関与 して い る 可能性が示唆 さ れ た.
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A bstra ct
T he expre s sio n of inte rle ukin
-8(Ⅰし8)and IL-8 receptor type B(I し8 R B)w asin v es tigated in ne oplastictiss ue, Can Ce r-
be aring nor mal lu ng tissu e, a nd plas ma s amples take nbefore su rge ry fro m arandom selection of 89patients with prl mary
n on-Sm allc ell lu ng carcin o mas, a S W ellasin l Otype s ofprim ary pulm onary car cino ma ce11 1in es(3 adenoc ar Cino m as, 3
Squ amO u S C ellc a rcino mas, a nd 4sm allc e11c ar cin om as)･ This study also a n alyz ed the c o rr elation betw e en their e xpressio n
andthe clinic opathologl C al fa cto rs ofthe patient･ Co mp an ng di ff tr e nthist ologlC als ubtypes, the frequen cies ofthe celllin es
e xpre s sl ngI L
-8 m R N A, aS dete r mined by re v ers etran s c rlPtlOn
- P C R, W e re 2/3case sfo rade nocar cin om a, 3/3cases for
Squa mO u S C ellc a rcin o m a, a nd 2/4 case sfo rsm allc ellca r cinom a, Sug geStl ng a highe re xpre s sion r ate in squ am o us c ell
Car Cinom a com par edto the otherhistologic als ubty pe s･ On the otherhand,the e xpre s sion r ate ofI L-8R Bin the c ell lin es w ere
l/3 c ase sfbr ade nocar cinom a, 3/3c as e sfor squa m ou scellcar cinom a, and4/4casesfor s m al ce11car Cin om a, S uggeS tlng a
Simi1ar1y highe rexpression r ate fo rthe squam ou s c ellc ar Cino ma a ndsm a11c e11car Cin om a(P<0.05). T he c onc entratio n of
IL-8protein in the res ec tedtu m o rspe cim e n sw a s m e a su red by E LIS A･ T he res ult show edsignific a ntly higherle vels of IL-8
Pr Oteinin the n eoplastic tissu ethan in the nor m al lu ngtissu e(P < 0.01). In the n eoplastic tissue, theloc alization of IL-8 w as
im m u nohistoche mically c o n丘r m ed tobe m ainlyin the cytoplas m ofthe tu mor c ells and inthe m a crophageswithin thetum or
tissu e･ T here wa sa slgnificantpositiv e correlatio nbetw e en theIL-8 protein con c e ntratio nin the n e oplastic tiss u e a nd thatin
the pe ripheral blo od samples(r=0･2 5, P < 0･0 5)･ T heI し8protein co n c entr ation in the n e oplas tic tissu e w as signi蔦c antly
highe rfbrsqua m ou s cellc arcin o m athan fo rade n o c a rcin om a, a nd in tu m o rslarge rthan3cm in dia m ete rtha nin tho s esm alle r
than3 c m (both P < 0･05). It te ndedto be highe rin patie ntswith T 3and T 4tu m ors tha nin those with Tla nd T 2tu mo rs. In
thepatients with adenocar Cinom a, the I し8protein con c e ntr ation w a s slgnific antly higherin po orlydiffbre ntiated n eoplastic
tissue than in w ell differentiated tissu e･ T he correlatio nbetw e e nthe I L-8 protein c o n c e ntr atio nin the tu mortissu e a ndthe
microv e sel de n sltyin the tum or w as n o t slgniBc a nt■ Ac cordingly, the slgninc a n c eof IL
-8 a san a nglOgenic facto rfo rthe
Primary n o n
-Sm allcell lung carcino m a c ouldno tbe ascertained･ Lo oking at the auto crine motility fa ctor re c epto r(A M F R),
n o slgnincantdiffe renc ein the m eanI L-8 c on c e ntration was r e c ognized betw e e nthe A M F R-PO Sitiv e a nd
-n egativ etu m o rs･
Although the role of IL-8 in tu mor progres sio n n e eds tobefu rthe r studied, theprese ntstudy r e vealedthatI し8e xpre s sio nis
Closely a s ociated withthephenoty pe e xpre s sio nofthe prl m arylung can cer.
